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CELULES RECOMBINANTES DE LA LIGNE MONOCYTE-MACROPHAGE 
POUR LA THERAPIE GENIQUE 

La presente invention conceme des compositions cellulaires, leur 
preparation, les compositions pharmaceutiques les contenant, et leur utilisation en 
5 therapie. Plus particulierement, elle conceme Tisolement, la culture et I'activation de 
cellules du systeme phagocytaire mononucleaire, et leur utilisation en therapie 
cellulaire, par exemple en immunotherapie adoptive, 

Les cellules du systeme phagocytaire mononucleaire comprennent les 
monocytes du sang Derioheriaue. leurs Drecurseur.*; de. la mnf»l]p nccpnce ou du sane 
10 ct les macrophages libbuliiireii. Les monocytes sont formes dans la moelle osseuse 
qu'ils quittent apres maturation en passant du sang peripherique vers les tissus. Les 
monocytes humains circulant dans le sang ont une demi-vie d'environ 3 jours. 
Lorsqu'il atteint les tissus, le monocyte est appele macrophage. Le nombre total des 
macrophages tissulaires depasse largement le nombre des monocytes circulant, par un 

1 5 facteur d'environ 400. Des macrophages sont trouves partout dans le corps mais sont 

particulierement nombreux dans le foie (cellules de Kupffer), dans les ganglions 
lymphatiques, dans les poumons, dans le peritoine, et dans la peau (cellules de 
Langerhans). La demi-vie exacte des macrophages tissulaires n'est pas connue mais 
semble se compter en mois plutot qu'en jours. Enfin le passage des monocytes de la 
20 circulation generale aux tissus est irreversible. 

Les monocytes et les macrophages sont cormus pour avoir des fonctions 
nombreuses et importantes, incluant I'induction de reponses immunitaires en phases 
aigues (Anon>Tnous, Lancet ii (1985) 536-537), la regulation de rhematopoiese (Sieff 
C.A. J. Clin. Invest. 79 (1987) 1549-1557), Tactivation du s\leme immun (Unanue 

2 5 E R. Annu Rev Immunol. 2 (1984) 395-428) et de la coagulation (Prydz H., Allison 

A.C. Thromb. Haemost. 39 (1978) 582-591), la destruction des organismes et des 
cellules tumorales (Sharma S.D., Remington J.S. Lymphokines 3 (1981) 181-212 et 
Carswell E A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72 (1975) 3666-3670) et la 
reparation tissulaire et la cicatrisation (Kom J.H et al , J Clin Invest 65 (1980) 543- 

corrmic une lignee du systeme mononucleaire comprenanl les monocMes du sang 
peripherique. leurs precurseurs de la moelle osseuse ou du sang, et les macrophages 
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tissulaires. EUe comprend egalement les monocytes obtenus par culture des cellules 
precurseur ainsi que les macrophages obtenus apres culture de cellules monocytaires, 
dans les conditions detaillees dans les exemples (voir aussi Andressen R et al.. Cancer 
Res. 50:7450; Bartholeyns J et al., Anticancer Res. 11 (1991) 1201-1204; Lopez M. 
5 et al., Journal of Immunological Methods 159 (1993) 29-38). Les precurseurs des 
monocytes macrophages comprennent notamment les cellules souches pluripotentes, 
les cellules souches myeloides (CFU-GEMM), les cellules souches 
myelomonocytiques (CFU-GM), les CFU-M, les monoblastes et les promonocytes. 

Actuellement, les monocytes-macrophages sont utilises en immunotherapie 
1 0 adoptive pour le traitement de certains types de cancers chez I'homme. Ces cellules 
sont purifiees a partir du sang circulant des patients, cultivees ex vivo et activees par 
rinterferon y pour induire leur diflFerentiation et augmenter leur pouvoir tumoricide, 
puis reinjectees aux patients. Cependant, ce traitement -est assez lourd pour le malade 
car les monocytes-macrophages doivent etre preleves de fafon reguliere et frequente, 

1 5 I'activation ex vivo necessite des delais importants, et Tinterferon 7 est encore tres 

cher. Pour cette raison, il est important de disposer de traitements plus eCficaces, 
moins astreignants pour le malade et moins couteux. La presente invention apporte 
une solution avantageuse a ce probleme. La demanderesse a en effet montre qu'il est 
possible, a I'aide de vecteurs appropries, de transferer des genes ex vivo dans les 
20 cellules monocytes-macrophages permettant ainsi de leur conferer des proprietes 
superieures, tant de cytotoxicite que de stimulation du systeme inimunitaire. 

Un premier objet de invention reside done dans une composition cellulaire 
comprenant des cellules de la lignee monocyte-macrophage contenant un acide 
nucleique recombinant comprenant, sous le controle d'elements de regulation 

2 5 permettant son expression, un ou plusieurs genes therapeutiques. 

La presente invention pemiet ainsi d'obtenir de maniere simple et efficace des 
monocytes-macrophages sains et actifs utilisables en immunotherapie adoptive pour le 
traitement de certaines pathologies, telles que les cancers. La presente invention 
permet egalement de conferer aux monocytes-macrophages des proprietes 
30 therapeutiques nouvelles ou accrues par rapport aux monocytes-macrophages de 
Torganisme, notamment dans le domaine de la defense contre des agents infectieux, 
contre les cellules tumorales ou dans I'activiation du systeme immunitaire. De telles 
cellules sont avantageusement utilisables pour le traitement curatif ou preventif de 
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maladies infectieuses (notamment virales), autoimmunes, des deficiences 
immunitaires, ou encore dans un but vaccinal. 

Au sens de Tinvention, le terme gene therapeutique designe tout gene dont la 
transcription et eventuellement la traduction dans la cellule genere un produit ayant un 
5 effet therapeutique. II peut s'agir en particulier de tout ou partie d'une proteine 
therapeutique (interleukine, interferon, facteur de necrose des tumeurs, facteurs de 
stimulation des colonies, etc), d'un peptide antigenique pour la realisation d'un vaccin 
ou la stimulation du systeme immunitaire, ou egalement d'un ARN antisens capable de 
reguler I'expression d'une proteine specifique, telle que par exemple une proteine 
1 0 d'origine virale, ou egalement d'interferer avec le cycle d'lntection et/ou de replication 
d'un virus. 

Avantageusement, le gene code pour tout ou partie d'une proteine capable de 
conferer aux cellules de ladite lignee des proprietes anti-infectieuses, anti-cancereuses 
ou immunostimulantes nouvelles ou accrues. 

1 5 Plus preferentiellement, le gene est choisi parmi les genes codant pour !es 

interferons (preferentiellement gamma), les facteurs de necrose des tumeurs 
(preferentiellement alpha), les interleukines (ILl-12), les facteurs de stimulation des 
colonies (G-CSF, M-CSF, GM-CSF, etc), le gene MDR (multi drug resistance), ou un 
gene codant pour un antigene d'une particule infectieuse ou specifique d'une tumeur 
20 (par exemple une proteine de surface d'un virus : proteine gpl60 du virus HIV 
notamment, ou antigene Muc-1 caracteristique des tumeurs epitheliales). 

Dans un mode particulier, la presente invention a pour objet des 
compositions cellulaires telles que definies ci-dessus dans lesquelles I'acide nucleique 
recombinant est porte par un vecteur, de preference un vecteur viral. L'utilisation d'un 

2 5 vecteur selon I'invention permet en particulier d'ameliorer Tadministration de I'acide 

nucleique dans les cellules, et egalement d'augmenter sa stabilite dans lesdites cellules, 
ce qui permet d'obtenir un effet durable. De plus, il est possible d'introduire plusieurs 
genes dans un meme vecteur, ce qui augmente egalement Tefficacite du traitement 



le \'irus de la vaccine, le cytomeuaiovirus (CM\'), etc 
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Avantageusement, le viais utilise est un virus defectif Le terme "virus 
defectif ' designe un virus incapable de se repliquer dans la cellule cible. Generalement, 
le genome des virus defectifs utilises dans le cadre de la presente invention est done 
depourvu au moins des sequences necessaires a la replication dudit virus dans la 
5 cellule infectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en partie), soit 
rendues non-fonctionnelles, soit substituees par d'autres sequences et notamment par 
Tacide nucleique recombinant- Preferentiellement, le virus defectif conserve neanmoins 
les sequences de son genome qui sont necessaires a Tencapsidation des particules 
virales, 

1 0 Un vecteur particulierement avantageux pour la preparation des 

compositions cellulaires selon Tinvention est un vecteur adenoviral. La demanderesse 
a en efFet montre que les adenovirus etaient capables d'infecter de maniere tres 
effficace les cellules de la lignee monocyte-macrophage, de s'y maintenir stablement, 
et d'exprimer un gene therapeutique, qu'il s'agisse d'un produit intracellulaire, d'un 

1 5 produit membranaire ou secrete. 

II existe dififerents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les proprietes 
varient quelque peu, mais qui ne sont pas pathogenes pour Thomme, et notamment les 
sujets non immuno-deprimes. Par ailleurs, ces virus ne s'integrent pas dans le genome 
des cellules qu*ils infectent, et peuvent incorporer des fragments importants d'ADN 

2 0 exogene. Parmi les differents serotypes, on prefere utiliser dans ie cadre de la presente 

invention les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). Dans le cas des adenovirus 
Ad 5, les sequences necessaires a la replication sont les regions El A et ElB. 

Les virus recombinants defectifs utilises dans le cadre de la presente 
invention peuvent etre prepares par recombinaison homologue entre un virus defectif 

2 5 et un plasmide portant entre autre la sequence d'acides nucleiques telle que definie ci- 

avant (Levrero et al.. Gene 101 (1991) 195, Graham, EMBO J. 3(12) (1984) 2917). 
La recombinaison homologue se produit apres co-transfection desdits virus et 
plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de 
preference (i) etre transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences 
30 capables de complementer la partie du genome du virus defectif, de preference sous 
forme integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre d'exemple de lignee 
utilisable pour la preparation d'adenovirus recombinants defectifs, on peut mentionner 
la lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 
59) qui contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome 

3 5 d'un adenovirus Ad5 (12%). 
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Ensuite, les virus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon les 
techniques classiques de biologie moleculaire. 

Des techniques de construction de vecteurs derives des adenovirus, du HSV, 
du CMV ou des AAV, incorporant des sequences d'acides nucleiques heterologues 
5 ont ete decrites dans la litterature et peuvent etre utilisees dans le cadre de la presente 
invention [Akli et al., Nature Genetics 3 (1993) 224, Stratford-Perricaudet et al.. 
Human Gene Therapy 1 (1990) 241; EP 185 573, Levrero et al , Gene 101 (1991) 
195 , Le Gal la Salle et al.. Science 259 (1993) 988 ; Roemer et Friedmann, Eur. J. 
Biochem. 208 (1992) 21 1 ; Dobson et al., Neuron 5 (1990) 353 ; Chiocca et al., New 
10 Biol. 2 (1990) 739 ; Miyanohara et al.. New Biol. 4 (1992) 238 , WO91/IS08S, 
WO90/09441, WO88/10311]. 

L'infection des cellules de la lignee monocyte-macrophage peut etre realisee 
selon differents protocoles, a une multiplicite d'infection adaptable en fonction du 
vecteur utilise, du gene conceme, etc, comme decrit dans les exemples ci-apres 

1 5 Des vecteurs non viraux, soit chimiques, de type liposome ou polyamide, soit 

physiques, comme une seringue ou Telectroporation, peuvent egalement etre utilises. 

Un mode particulier de realisation de Tinvention reside dans une composition 
cellulaire comprenant des cellules precurseur de monocytes-macrophages contenant 
un adenovirus recombinant defectif comprenant, sous le controle d'elements de 
20 regulation permettant son expression, un ou plusieurs genes therapeutiques. Plus 
particulierement, les ceUules precurseur sont choisies parmi les cellules souches et 
progeniteur du systeme hematopoietique, et comprennent notamment les cellules 
souches pluripotentes, les cellules souches myeloides (CFU-GEMM), les cellules 
souches myelomonocytiques (CFU-GM), les CFU-M, les monoblastes et les 

2 5 promonocytes. 

Comme indique plus haut, le gene therapeutique est place sous le controle 
d'elements de regulation permettant son expression. Ces elements de regulation sont 
generalement constitues par des sequences promotrices de la transcription 11 pent 



ics monocytes rnacropnage^. ii peui egalement s'auir sequence^ d ongir.e diilcrente 
(responsables de rexpression d'autres proteines, ou meme svTithetiques) Notamment, 
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il peut s'agir de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par example, il 
peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la cellule que Ton desire 
infecter. De meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un 
virus, y compris Tadenoviais utilise comme vecteur. A cet egard, on peut citer par 
5 exemple les promoteurs des genes El A, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces 
sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, 
de regulation, etc. Ainsi, dans certains cas (par exemple lorsque le gene therapeutique 
est ce lui de riNF-y ou du TNF-a), il est particulierement avantageux d'utiliser 
comme elements de regulation des promoteurs constitutifs, permettant une expression 
1 0 continue et elevee du gene therapeutique. Dans d'autres cas, il pourra etre plus 
avantageux d'utiliser un promoteur regule, dont Tactivite pourra etre controlee. Par 
ailleurs, lorsque le gene insere ne comporte pas de sequences d'expression, 11 peut etre 
insere dans le genome du virus defectif en aval d'une telle sequence. 

Les compositions cellulaires selon invention comprennent generalement une 

1 5 population de cellules enrichie en monocytes, macrophages ou leurs precurseurs. II 

peut ainsi s'agir de monocytes, de macrophages, de leurs precurseurs, ou d'un melange 
de ces difFerents types cellulaires. De preference, les compositions selon I'invention 
possedent plus de 80 % de monocytes, macrophages ou leurs precurseurs, et, encore 
plus preferentiellement, plus de 90 % 

20 Les monocytes-macrophages transformes ex vivo selon I'invention, en 

particulier par I'utilisation d'un vecteur adenoviral recombinant, se presentent done 
comme un outil de choix pour la preparation d'une composition pharmaceutique, 
notamment anti-tumorale, anti-infectieuse, ou destinee a renforcer le systeme 
hematopoietique d'un patient, notament son systeme immunitaire. 

2 5 La presente invention a egalement pour objet une composition 

pharmaceutique contenant, a titre de principe actif, des cellules de la lignee 
monocytes-macrophages decrites ci-dessus. 

Les compositions pharmaceutiques selon Tinvention peuvent etre 
administrees par voie systemique, par injection intratumorale, etc, en fonction des 
30 applications recherchees. Par ailleurs, elles peuvent etre utilisees seules ou associees a 
d'autres compositions pharmaceutiques. 

Dans ce qui precede, I'expression "associees" n'implique pas que les 
monocytes-macrophages et les autres medicaments soient necessairement administres 
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en melange ou de fafon simultanee Elle s'etend egalement a toute utilisation ou 
presentation impliquant leurs administrations a des iniervalles de temps non nuls, mais 
suffisamment courts pour autoriser une addition ou une synergie dans les effets 
produits 

5 Dans un mode particulier de mise en oeuvre, la presente invention porte sur 

une composition pharmaceutique comprenant des cellules de la lignee monocyte- 
macrophage contenant un acide nucleique recombinant codant pour tout ou partie 
d'une proteine conferant au macrophage la propriete d'eliminer tout ou partie de 
cellules tumorales d'un organisme. 

'J 0 Couinie iiidiquc plus haul, les phagocytes mononucleaires ou monocytes 

necessitent d'etre differencies en macrophages, puis actives, essentiellement par 
I'interferon gamma (INF y), pour devenir des macrophages actives presentant une 
cytotoxicite vis-a-vis des cellules tumorales. Jusqu'a present, la maturation du 
monocyte en macrophage et I'activation par I'interferon gamma etaient realisees in 

1 5 vitro, a partir de cellules monocytaires prelevees a patir de cytaphereses humaines, 

puis remjectees aprcs i'activation. Cependant les essais experimenraux n'ont pas donne 
de resultats satisfaisants, en raison de problemes d'efficacite de I'activation, du nombre 
eleve d'injections necessaires (au moins une injection par semaine et done une 
cytapherese par semaine), ce qui s'avere tres lourd pour le patient. 

20 La presente invention permet de generer ex vivo, a partir des monocytes- 

macrophages circulants ou de leurs precurseurs, des populations cellulaires enrichies 
en macrophages antitumoraux par transformation avec un ADN recombinant 
exprimant par exemple riNF-7. 

Un mode prefere de la presente invention reside done dans une composition 

2 5 pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, des cellules monocytes- 

macrophages telles que definies precedemment contenant un adenovirus recombinant 
defectif portant le gene de I'interferon y- De telles cellules possedent en effet des 
proprietes anti-cancereuses accrues en immunotherapie adoptive, en raison d'une 
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Parmi les avantages de cette composition selon rinvention par rapport aux 
traitements anterieurs, on peut citer sa reproductibilite, Teconomie du traitement et le 
confort apporte au malade, lui evitant des cytaphereses regulieres. 

Par ailleurs, parmi les mediateurs de I'activite antitumorale des macrophages, 
5 le TNF a (Tumor Necrosis Factor) joue egalement un role determinant (Feinman et 
ai., J. Immunol. 138 (1987) 635-640). Le TNF a (ou cachectine) est une cytokine 
relarguee essentiellement a partir de macrophages en reponse a une destruction 
tissulaire, une endotoxine bacterienne, une infection virale ou a d'autres cytokines 
(Quantin B. et al, Human Gene Transfer 219 (1991) 271-272). II est egalement 
1 0 possible, dans le cadre de la presente invention, de preparer des macrophages ex vivo 
contenant un gene recombinant exprimant un tel mediateur, pour generer des 
population cellulaires tres actives. 

Un autre mode prefere de la presente invention reside done dans une 
composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, des cellules 

1 5 monocytes-macrophages telles que definies precedemment contenant un adenovirus 

recombinant defectif portant un gene codant pour le TNF-a. Encore plus 
preferentiellement, les cellules de Tinvention comportent un gene codant pour une 
forme membranaire du TNF-a. Cette expression membranaire de TNF a confere aux 
cellules transformees des proprietes anti-cancereuses accrues lorsqu'elles sont utilisees 
20 en immunotherapie adoptive. Ce mode de realisation permet en outre d'eviter un 
relargage du TNF dans le milieu extracellulaire, un tel relargage etant susceptible 
d'entrainer des eflFets de type inflammatoires extremement prejudiciables. 

Avantageusement, I'acide nucleique recombinant code pour un TNF a delete 
des acides amines de la region N-terminale, ladite deletion portant au minimum sur 3 

2 5 acides amines et au plus sur 20 acides amines, et de preference sur les 12 acides 

amines N-terminaux. 

Dans un autre mode de mise en oeuvre, la presente invention porte sur une 
composition pharmaceutique comprenant des cellules de la lignee monocyte- 
macrophage contenant un acide nucleique recombinant codant pour tout ou partie 
30 d'une proteine conferant au macrophage la propriete de prevenir ou de traiter les 
manifestations d'une infection par un agent infectieux tel un virus, un retrovirus, un 
parasite ou une bacterie, par induction ou regulation de la reponse immunitaire. 
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Cette utilisation met a profit la propriete des macrophages de presenter les 
antigenes a leur surface laquelle presentation antigenique stimule la reponse 
immunitaire des cellules immunocompetentes notamment les lymphocytes B et les 
lymphocytes T. Les antigenes presents dans I'organisme sont en effet captes par les 
5 macrophages, qui les traitent, puis les expriment a leur surface, en association avec les 
molecules du complexe d'histocompatibilite de classe II. La presente invention permet 
de developper de maniere avantageuse cette propriete des macrophages, pour une 
stimulation generale ou specifique du systeme immunitaire. 

Pour la stimulation generale du systeme immunitaire, le gene therapeutique 
1 0 peut etre un gene recombinant exprimant un compose capable de stimuler la 
production des molecules MHC de classe II, permettant de generer des cellules selon 
rinvention ayant des proprietes de presentation antigenique accrues; et/ou un gene 
recombinant exprimant un antigene de surface viral ou bacterien, permettant de 
generer des cellules selon Tinvention induisant une defense immunitaire renforcee 

1 5 contre ce type d'infection. A titre d'exemple de tels antigenes, on peut citer 

notamment la glycoproteine du virus de la rage. 

Pour une stimulation specifique du systeme immunitaire, les macrophages 
peuvent etre utilises pour la presentation d'antigenes definis, dans un but vaccinal. 

L'acide nucleique recombinant est porte de preference par un vecteur 
20 adenoviral defectif dans les termes definis plus haut. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation de 
monocytes-macrophages tels que definis ci-avant, comprenant les etapes suivantes : 

1. le prelevement et I'isolement des monocytes-macrophages ou de leurs 
precurseurs a partir de sang ou de moelle osseuse, 

2 5 2. la culture de ces cellules, 

3. la transformation de ces cellules par un acide nucleique recombinant tel 
que defini ci-avant, et eventuellement, 

4. le conditionnement et/ou le stockage des cellules ainsi obtenues 



metier Les ditierentcs techniques peuvent impliqucr des etapes pnysiqucs de 
separation (centrifugation. tri celluiaire (FACS), etc), la selection par des composes 
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immunologiques (anticorps specifiques de marqueurs cellulaires : US 4,965,204; EP 
17 381, EP 30 450, etc) ou biochimiques (ligands de recepteurs membranaires : EP 
405 972), etc. 

Concemant les monocytes macrophages, ceux-ci peuvent etre obtenus a 
5 partir du sang par different es techniques, et notamment par cytapherese (Lopez et al., 
J. Immunol. Methods. 159 (1992) 29) ou par utilisation d'anticorps diriges contre des 
marqueurs specifiques des cellules monocytes macrophages tels que CD 14, CD64 ou 
Maxl. lis peuvent egalement etre obtenus ex vivo a partir de cellules precurseur, par 
culture dans des conditions appropriees permettant leur difFerenciation. 
1 0 Concemant les cellules precurseur, celles-ci peuvent egalement etre isolees 

au moyen d'anticorps reconnaissant des marqueurs specifiques tels que ; Cellules 
souches : CD33, CD34; CeUules CFU-GM et CFU-M : CD13, CD14, CD15, CD33, 
HLA DR; Monoblastes et promonocytes : CD 13, CD 14, CD 15, CD33. Des 
techniques utilisables dans le cadre de la presente invention sont connues de Thomme 

1 5 du metier : voir par exemple les demandes EP451 611, WO93/02182. 

Les cellules ainsi obtenues peuvent ensuite etre cultivees dans toute 
condition sterile permettant leur convervation, leur proliferation et/ou leur 
diflFerentiation (s'il s'agit de cellules precurseur). La culture peut done etre effectuee 
simplement pour maintenir les cellules pendant la transform- nion. II est en eflfet 

2 0 possible de transformer les cellules au stade de precurseur ou de monocytes, qui sont 

ensuite diflferencies et/ou actives in vivo, apres leur readministration au patient. De 
meme, la differencitation / activation peut etre effectuee ex vivo, apres la 
transformation. La culture peut egalement etre effectuee pour permettre une 
proliferation et/ou une differentiation cellulaires, avant d*effectuer la transformation 
2 5 sur les cellules matures (monocytes, macrophages, MAK). En particulier, la 
proliferation des precurseurs et leur diflFerentiation en cellules monocytaires peuvent 
etre effectuees ex vivo en presence de facteurs de croissance et de differentiation, tels 
que le GM-CSF, le M-CSF, les interleukines IL3, IL4, IL6 et ILl 1, ou encore le SCF. 

La culture des cellules isolees peut etre effectuee dans differents milieux 
30 connus de I'homme du metier (exemple : RPMI, IMDM), supplementes entre autres 
de serum et d'acides amines. La culture est realisee en conditions steriles, de 
preference a 37°C, comme illustre dans les exemples. Elle peut etre efffectuee dans 
des plaques de culture ou, de preference, dans des sacs en teflon. 
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Les conditions de culture peuvent etre adaptees par rhomme du metier en 
fonction de la population cellulaire isolee, de rutilisation recherchee, etc. 

De meme, la transformation des cellules par Tacide nucleique recombinant est 
effectuee en milieu sterile, dans des conditions adaptees par I'homme du metier en 
5 fonction de I'acide nucleique, de la population cellulaire isolee, etc. 

Lorsque I'acide nucleique est porte par un vecteur viral tel qu'un adenovirus, 
rinfection des cellules de la lignee monocyte-macrophage peut etre realisee selon 
differents protocoles, a une multiplicite d'infection adaptable en fonction du vecteur 
utilise et du gene conceme, comme decrit dans les exemples ci-apres. 
1 0 Prefeicntieiiement, ies monocytes-macrophages sont incubes en presence de 50 a 250 
pfu par cellule de virus purifie et, plus preferentiellement, de 80 a 100 pfu / cellule. 
Selon les conditions de la transformation, le pourcentage de cellules modifiees par 
insertion de I'acide nucleique recombinant peut varier de 30 a 95%. 

Les cellules modifiees ainsi obtenues peuvent ensuite etre conditionnees en 

1 5 vue d'une utilisation immediate, et/ou stockees en vue d'une utilisation ulterieure. 

Pour uue leadministration immediate, les cellules sont generalement mises en 
suspension dans un tampon phosphate ou dans du serum physiologique, a une 
concentration variant de 10^ a 10^ cellules par dose. 

Pour leur conservation, les cellules peuvent etre congelees, de preference en 
20 presence d'agents conservateurs tels que le glycerol, le DMSO, etc. 

L'invention permet ainsi la realisation d'une methode de traitement 
comprenant Tadministration de cellules telles que definies ci-avant. II peut s'agir de 
cellules provenant du patient (autologues) ou d'un donneur fallogeniques). 

L'administration peut etre effectuee de difterentes fagons Preferentiellement, 

2 5 les cellules sont administrees par injection, de preference intraveineuse ou 

intratumorale. En outre, I'lnjection systemique peut etre realisee par perfusion. 
Une methode de traitement particuliere selon l'invention comprend : 
1 le prelevement et Tisolement des monocvies-macrophages ou de leurs 

precurseurs a partir de sang ou de moelle osseuse. 



4 le conditionnement et'ou le stockage des cellules ainsi obienucs, puis. 
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5. leur administration au patient. 

Le traitement de la presente invention offre de nombreux avantages par 
rapport aux autres traitements en immunotherapie adoptive par les LAK, les TEL, ou 
les NK (natural killers), tels que par exemple I'absence de mediateurs toxiques liberes 
5 par les cellules, I'absence de proliferation des macrophages actives, le fait que le 
rapport efFecteur sur cellules cibles pour la cytotoxicite est plus bas que dans les 
autres traitements, et le fait qu'il ne necessite pas Tinjection simultanee de cytokine 
telle riL2 dont les efFets secondaires sont nefastes. De plus, il permet de n'infecter 
qu'une population definie et controlee de cellules, il permet de choisir la multiplicite 

1 0 d'infection (nombre de particules virales par cellules), il permet d'atteindre de fa^on 

irreversible les tissus a partir de la circulation sanguine, et il permet de mettre a profit 
le role central des macrophages dans I'organisme aussi bien par leur activite anti- 
tumorale ou anti-infectieuse que dans leur activite de stimulation ou de regulation du 
systeme immunitaire comme explique plus haut. En outre, et compte-tenu de la duree 
15 de vie importante des macrophages, une repetition de traitements handicapante pour 
le malade pourrait etre evitee. 

La presente invention ofifre done de nouvelles possibilites de traitement plus 
efficaces, moins astreignantes pour le malade, moins couteuses, et plus reproductibles. 

La presente invention sera davantage detaillee dans la description qui suit des 
20 possibilites de transformation des cellules de la lignee monocytes-macrophages et de 
I'expression du gene therapeutique aussi bien au niveau de cellules en culture que de 
cellules reinjectees in vivo dans des tumeurs. 

Les exemples donnes ne sont pas limitatifs mais sont une illustration de la 
faisabilite de la methode et de la conservation de I'efficacite du gene et de la proteine 

2 5 exprimee par le gene transfere dans le macrophage aussi bien in vitro, que ex vivo, 

que in vivo. 

Legende des figures 

Figure 1. Cette figure represente des coupes de macrophages derives des monocytes 
infectes par un adenovirus recombinant defect if portant le gene Lac-Z de E. coli (Ad 
30 RSV D gal), 48 heures apres I'infection (Figure la), 4 jours apres I'infection (Figure 
lb), et 16 jours apres I'infection (Figure Ic). Figure Id : temoin cellules non infectees. 
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Figure 2. Detection de I'activite B galactosidase exprimee dans les monocytes- 
macrophages transformes par Tadenovirus Ad RSV B gal, apres injection 
intratumorale dans des souris nude. 

Les souris presentent des tumeurs induites par I'injection sous cutanee de 
5 cellules tumorales de mesotheliome humain, et sont traitees par injection intratumorale 
de monocytes-macrophages humains infectes par Ad RVS B gal Trois jours apres le 
traitement, les tumeurs sont extraites, fixees, et la presence de Tactivite 6 
galactosidase est revelee. 

TechniQiies penerales de bioloyie moleculaire 

1 0 Les methodes classiquement uiiiisees en bioiogie moiecuiaire telies que les 

extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, Telectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fi-agments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 

1 5 I'ethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 

connues dc rhomme de metier et sont abondament decriies dans ia iitterature 
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987] 
20 Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie Ml 3 sont 

d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fi^agments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a I'ethanol puis incubes en presence de I'.ADN 

2 5 ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du foumisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de TADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les 
specifications du foumisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est 
efFectuee en presence de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les 
3" recommandations du fabricant l a destruction des evtremito^ nroeminentos p^t 

■ ■ . L. 1 w aLicnc > V. . . . l: L . ^ i v ^ v.: ^' . \ > , . . . .... , .... . ■ . - .... ., .... 

eire eriectuee scion ia mcthode dc\cioppee par I ayior er ai [Nucieic AciJ> Rc.^ ±^ 
i 1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham 
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L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
PCR [Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al.. Science 230 (1985) 
1350-1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut 
etre efFectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
5 specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre efFectuee par la 
methode developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 24 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

Pour la production d'adenovirus, la lignee de rein embryonnaire humain 293 a 
10 ete utilisee (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59). Cette lignee contient 
notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome de I'adenovirus 
humain Ad5 (12%). 

Exempie 1 : Preparation des monocytes et des macrophages 

1 5 La technique de preparation des macrophages utilisee a ete deja decrite dans 

la litterature (Lopez et al., 1993, precitee). Brievement les cellules mononuclees 
(MNC) ont ete separees des erythrocytes et granulocytes sur un gradient Ficoll- 
Hypaque (d= 1,077) en utihsant le processeur de sang Cobe 2991, puis lavees trois 
fois avec un tampon phosphate. Une partie des MNC a ete utilisee pour preparer des 
20 monocytes par elutriation dans les conditions donnees ci-dessous. L'autre partie des 
MNC a ete mise en culture (5.10^ par ml) dans un milieu IMDM (Gibco, France) 
contenant 3,10"^ M de 2-mercaptoethanol, 1% d'acides amines non essentiels, 2mM 
de L-glutamine, 2mM pyruvate de sodium, 100 UI par ml de penicilline, 100 par 
ml de streptomycine et 2% de serum AB, dans des sacs en teflon de 600 ml puis 

2 5 incubee a 37°C dans une atmosphere humide a 5 % de C02 pendant 7 jours. 

Les cellules ont ensuite ete recuperees et les monocytes-macrophages 
purifies a 95 % par elutriation en utilisant une centrifijgeuse Beckman J6ME equipee 
avec un rotor J5.0 et une chambre d'elutriation de 40 ml. 
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Exemple 2 : Infection des monocytes et des macrophages avec un vecteur 
adenoviral exprimant le gene de ia D galactosidase (Ad. RSV Dgal). 

2.1. Preparation du vecteur : Le vecteur adenoviral utilise dans cet exemple 
est le vecteur Ad.RSV.figal. Ce vecteur est depourvu des sequences necessaires a sa 
5 replication, mais comporte neanmoins les sequences necessaires pour penetrer dans 
les cellules infectables par celui-ci ainsi que Tensemble des sequences essentielles 
necessaires a I'encapsidation de cet adenovirus. II porte egalement, sous le controle du 
promoteur RSV, le gene de la D galactosidase de E.coli. La construction de 
I'adenovirus recombinant defectif AH RSVBga! a ete decrite dans la littcrararc 
1 C (Stratford-Fciiicaudet et ai., J. Ciin. Invest, yu (1992) 626). Brievement, I'adenovirus 
Ad.RSVfSGal est un adenovirus recombinant defectif (delete des regions El et E3 ) 
obtenu par recombinaison homologue in vivo entre i'adenovirus mutant Ad-dl324 
(Thimmappaya et al.. Cell 31 (1982) 543) et le plasmide pAd.RSVpGal (Akii et al. 
1993). 

1 5 Le plasmide pAd.RSVpGal contient, dans Torientation 5'->3\ 

- le fragment PvuII correspondaiit a i'extremiie gauche de radenovirus Ad5 
comprenant : la sequence ITR, I'origine de replication, les signaux d'encapsidation et 
Tamplificateur El A, 

- le gene codant pour la fi-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 
20 (du virus du sarcome de Rous), 

- un second fragment du genome de Tadenovirus Ad5, qui permet la 
recombinaison homologue entre le plasmide pAd.RSV(3Gal et I'adenovirus dl324. 

Apres linearisation par I'enzyme Clal, Ic plasmide pAd.RSVpGal et 
I'adenovirus dl324 sent co-transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de 

2 5 calcium pour permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants 

ainsi generes sont selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, I'ADN de 
I'adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un 
sumageant de culture contenant I'adenovirus defectif recombinant non purifie ayant un 
titre d'environ 10^^ pfli/ml. 

et al . X'irologv 52 ( l^^}) 456) 
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Cet adenovirus a ete utilise pour demontrer la possibilite de transformer des 
monocytes-macrophages et pour montrer Tefficacite du transfert de gene dans ces 
cellules. 

2.2. Infection des monocytes et macrophages : Des monocytes frais ou des 
5 macrophages ont ete incubes pendant la nuit en presence de 80 a 100 PFU (Plaque 
forming unit) par cellule de virus purife (Ad. RSV Bgal) dans un milieu RPMI complet 
(1.10^ cellules par mJ). Les cellules ont ete lavees pour eliminer ies particules virales 
libres puis reincubees dans du milieu complet RPMI frais dans des sacs en teflon ou 
dans des plaques de culture de 12 puits, A difFerentes periodes, des aliquotes de 
1 0 cellules ont ete laves, fixes et testes pour la presence d'activite B galactosidase. 

L'activite B galactosidase a ete testee dans les cellules apres infection par 
Tadenovirus recombinant en utilisant des methodes histochimiques comme decrit dans 
(Stratford-Perricaudet et al., Hum. Gene Ther. 1 (1990) 241). Brievement, les cellules 
sont incubees en presence de X-gal pour reveler I'activite B-gal qui est alors visualisee 

1 5 par apparition d'une coloration bleue dans le noyau des cellules contenant le gene B- 

gal, et contre-colorees avec de Themotoxyline et de I'eosine, 

Exemple 3 : Mise en evidence du transfert de gene dans les monocytes humains 
ou les macrophages derives de monocytes humains transformes par ie vecteur 
adenoviral recombinant portant le gene de la 0 galactosidase. 

20 3.1. Expression de I'activite B galactosidase dans les monocytes-macrophages 

en culture cellulaire. 

L'efficacite du transfert de gene avec les vecteurs adenoviraux a ete testee 
dans les monocytes purifies et dans les macrophages derives de ces memes cellules 
monocytaires. Les cellules mononucleaires sanguines obtenues par cytapherese ont ete 

2 5 separees sur gradient de Ficoll comme decrit dans I'exemple L Une partie de la 

suspension de MNC a ete soumise a elutriation et les monocytes ainsi obtenus ont ete 
utilises dans les essais d'infection (exemple 2). Une deuxieme partie de la suspension 
de MNC a ete cultivee pendant 6 a 7 jours permettant la diflferenciation des 
monocytes en macrophages comme decrit dans I'exemple 1. Apres cette periode de 
30 culture les macrophages ont egalement ete purifies par elutriation. Les macrophages 
ainsi purifies sont deux fois plus gros que les monocytes, et expriment a leur surface 
I'antigene specifique de la differenciation Max 1. Uexpression du CD 14 de HLA-DR 
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et de CD 64 est egalement augmentee de fa^on significative si on compare aux 
monocytes de depart. Une partie des macrophages obtenus a partir des monocytes en 
culture a ensuite ete activee, par addition de 250 UI/:nil d'interferon gamma 
recombinant environ 18 heures avant la fin de la culture, selon le protocole decrit dans 
5 Lopez et al. (J. Immunotherapy 1 1 (1992) 209-217), Cette activation permet d'obtenir 
des macrophages actives susceptibles d*etre actifs en immunotherapie anti-infectieuse. 

Les monocytes purifies ou les macrophages purifies, soit apres 6 jours de 
culture (c'est-a-dire avant activation par Tinterferon gamma), soit apres 7 jours de 
culture (apres activation par I'interferon gamma), ont ete infectes avec 80 a 100 pfu 
1 0 (poui plaque-forming units) par cellule de i'adenovirus recombinant Ad KiJ V ligal. 

Apres infection pendant la nuit, le milieu est enleve, les cellules lavees et 
reincubees dans un milieu complet fi*ais, soit dans des sacs en teflon, soit dans des 
plaques douze puits. Les cellules ont ensuites ete fixees et testees pour Tactivite B 
galactosidase a difFerents intervalles de temps apres I'infection. L'expression de la B 

1 5 galactosidase dans le noyau des cellules indique reflficacite du transfert du gene et de 

son expression. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 1. lis montrent la detection 
de I'activite B galactosidase a diflferents temps apres I'infection des macrophages 
derives de monocytes traites a I'interferon. Des resultats similaires sont obtenus avec 
20 des cellules non activees par I'interferon gamma. Selon la preparation, 40 a 80% des 
macrophages expriment I'activite B galactosidase dans leur noyau entre 2 et 4 jours 
apres I'infection. L'expression de la B galactosidase continue jusqu'a 3 semaines apres 
rinfection (figure IC). II est entendu que, en augmentant la multiplicite d'infection, le 
pourcentage de cellules exprimant le gene recombinant peut etre augmente II est ainsi 

2 5 possible d'obtenir des compositions cellulaires dans lesquelles 95 °o ou plus des 

cellules sont transformees. 

3.2. Expression de la B galactosidase apres injection intratumorale des 
monocytes macrophages infectes par I'adenovirus recombinant dans des souris nude 



inlectes par TadenoMrus recombinant ont ete mjectes aans ues tunieui s mduacb dan^ 
des souris nude 
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Les souris nude ont tout d'abord ete soumise a une injection sous-cutanee de 
2.10^ cellules tumorales de mesotheiiome humain (cellules HIB). Les tumeurs (d'un 
diametre de 4 mm environ) induites par cette injection ont ensuite ete traitees par 
injection intratumorale de monocytes-macrophages humains infectes par Ad.RVS Bgal 
5 obtenus dans I'exemple 3.1. Pour I'injection, les monocytes-macrophages humains 
infectes ont ete mis en suspension dans du tampon phosphate. Les doses injectees 
etaient de 2.10^ cellules par souris. Trois jours apres le traitement, les tumeurs ont ete 
extraites, fixees, et la presence de Tactivite B galactosidase est revelee. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 2. lis montrent clairement 
1 0 que I'activite 6 galactosidase est trouvee dans la tumeur 3 jours apres le traitement, et 
que les monocytes-macrophages administres sont done capables de coloniser de 
maniere importante la tumeur et d'y exprimer un gene recombinant. 

Exemple 4 : Transfert d'un gene TNFa mute dans les macrophages derives de 
monocytes sanguins humains. 

1 5 Le TNFa ou cachetine est une cytokine relarguee essentiellement a partir de 

macrophages en reponse a une destruction tissulaire, une endotoxine bacterienne, une 
aflFection virale et a d'autres cytokines. Le TNF est produit sous forme d'une pro- 
hormone de 233 acides amines (26kDa). La proteine mature comporte 157 acides 
amines (17kDa) et resulte de I'elimination d'une sequence N-terminale de 76 acides 
20 amines, Les monocytes-macrophages actives synthetisent du TNFa membranaire et 
ont une action cytotoxique sur leur cible par contact cellule-cellule (effet du TNFa 
membranaire de 26kDa), ainsi que par liberation locale de TNFa soluble (17kDa). 
Ceci est different de ce qui se produit lors d'un choc septique, lequel choc resulterait 
partiellement d*une activation aigue ou chronique des monocytes entrainant la 

2 5 liberation de la forme secretee de TNF (Perez et al., Cell 63 (1990) 251). Depuis que 

le TNFa a ete clone et exprime dans E.coli (Pennica et al 19S4), de grandes quantites 
sont disponibles pour des essais cliniques. Cependant I'utilisation therapeutique du 
TNFa chez Thomme est limitee par sa toxicite importante et les effets secondaires 
qu'il genere (cachexie, fievre, maux de tete, fatigue, hypertension). Dans le cancer 
30 colorectal, un essai clinique recent a montre qu'une toxicite importante apparait a des 
doses insuflSsantes pour obtenir une activite anti-tumorale (Kemeny et al., 1990). 

La presente invention permet d'augmenter le pouvoir anti-tumoral des 
macrophages sans generer de toxicite liee au TNFa soluble. La presente invention 
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permet en effet de generer des macrophages transfectes par la forme membranaire du 
TNFa. Par ailleurs, les macrophages de I'invention ainsi obtenus presentent un autre 
avantage important : en effet, alors que le TNFa soluble (secrete) a une demi-vie 
plasmatique courte d^environ 20 minutes, les macrophages de i'invention peuvent 
5 rester en peripherie de la tumeur pendant plusieurs jours, ce qui laisse esperer une 
activite anti-tumorale plus durable, resultant du contact macrophage portant le TNF- 
cellule tumorale. 

Des macrophages ainsi actives ont ete obtenus par infection de macrophages 
derives de monocytes ou de monocytes par des adenovirus recombinants tels que 

1 0 uccriis dans Texemple 2, niais uonL Ic gene iheiapcutique est celui d'un TTvTa mute. 

Plus precisement, le gene mute a ete obtenu de la fa^on suivante. La forme 
membranaire du TNFa possede deux sites de clivage, Tun situe entre les acides 
amines -1 et +1 (la position + 1 represente le debut de la proteine mature), I'autre 
situe dans la region +13 (Perez et al., 1990, precitee). La deletion des acides amines 1 
15 a 12 empeche le clivage sous la forme 26kDa tout en maintenant la cytotoxicity aux 
zones de contact cellules-cellules. Les mutations du TNFa humain ont ete reaiisees 
par mutagenese dirigee; elles correspondent aux mutants A+1, A 1-12 decrites par C. 
Perez et al., 1990, precitee. L'efficacite des constructions de TNF mute est evaluee 
par expression transitoire dans des cellules eucaryotes (cos) en .\;cherchant les formes 

2 0 membranaires, intracellulaires et secretees du TNF en utilisant des anticorps anti TNF 

et en mesurant son activite biologique. Un adenovirus recombinant comprenant le 
gene mute prepare ci-dessus est ensuite construit; et I'activite biologique du TNF 
s>Tithetise est controlee : (a) \ds-a-vis de la lignee L 929 par la technique des zones de 
cytolyse en agar, laquelle technique revele la lyse dependant du contact cellules- 

2 5 cellules, et (b) par I'inhibition d'incorporation de thymidine tritiee dans les cellules en 
culture U 937 (cellules histocytaires d'un lymphome humain), K 562 (cellules 
provenant d'une leucemie myelogenique chronique) et LS 174 T (adenocarcinome 
colique) ainsi que vis a vis de cellules blastiques prelevees chez des patients 
leucemiques L'activite anti-tumorale in vivo est ensuite testee dans un modele animal, 

'^'^ et consiste a implanter des tumeurs humaines a des souris nude puis a traiter ces 



evalue par rapport a des souns temoins traitec>, pa: piaccno uu p^: Ul\s 
macrophages non transfectes 
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Exemple 5 : Macrophages derives de monocytes ou monocytes transformes par 
radenovirus recombinant contenant le gene de I'interferon gamma et conferant 
aux macrophages une activite anti-tumorale accrue. 

Le gene de rinterferon gamma a ete introduit dans le vecteur adenoviral 
5 decrit ci-dessus et radenovirus recombinant a ete utilise pour transformer des cellules 
de monocytes ou de macrophages derives de monocytes. 

Les macrophages obtenus apres difFerenciation dans le milieu RPMI comme 
decrit ci-dessus dans I'exemple 1 expriment Tinterferon gamma de fafon constitutive, 
il n'est done plus necessaire de traiter pendant 1 8 a 24 heures les macrophages pour 
1 0 obtenir I'effet cytotoxique et anti-tumoral requis. Les macrophages exprimant de 
fafon constitutive Tinterferon gamma peuvent etre ainsi utilises en immunotherapie 
anti-cancereuse adoptive soit par injection systemique soit par injection directe dans 
les tumeurs. 
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REVENDICATIONS 

1. Composition cellulaire comprenant des cellules de la lignee monocyte- 
macrophage contenant un acide nucleique recombinant comprenant, sous le controle 
d'elements de regulation permettant son expression, un ou plusieurs genes 

5 therapeutiques. 

2. Composition cellulaire selon la revendication 1 caracterisee en ce que le 
ou les genes therapeutiques codent pour tout ou partie d'une proteine capable de 
conferer aux cellules des proprietes anti-infectieuses, anti-cancereuses ou 
immunostimulantes nouvelles ou accrues. 

10 3, Composition cellulaire selon les revendications 1 ou 2 caracterisee en ce 

que le gene est choisi parmi les genes codant pour les interferons, les facteurs de 
necrose des tumeurs, les interleukines, les facteurs de stimulation des colonies (G- 
CSF, M-CSF, GM-CSF, etc), le gene MDR, et un gene codant pour un antigene d'une 
particule infectieuse ou specifique d'une tumeur. 

1 5 4 Composition cellulaire selon I'une des revendications precedentes 

caracterisee en ce que Tacide nucleique recombinant est porte par un vecteur viral. 

5. Composition cellulaire selon la revendication 4 caracterisee en ce que le 
vecteur viral est un vecteur derive des adenovirus, des virus adeno-associes, du virus 
de rherpes, du virus de la vaccine ou du cytomegalovirus (CMV) 

20 6. Composition cellulaire selon la revendication 5 caracterisee en ce que le 

vecteur viral est un vecteur derive des adenovirus. 

7. Composition cellulaire selon Tune des revendications 4 a 6 caracterisee en 
ce que le vecteur viral est un virus recombinant defectif 

8. Cellule precurseur de monocytes-macrophages contenant un adenovirus 
2 5 recombinant defectif comprenant, sous le controle d'elements de regulation permettant 

son expression un ou nlusieurs cenes therar>eutiques 
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10. Composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, une 
ou plusieurs compositions cellulaires selon Tune des revendications 1 a 9. 

11. Composition pharmaceutique selon la revendication 10 comprenant des 
cellules de la lignee monocyte-macrophage contenant un acide nucleique recombinant 

5 codant pour tout ou partie d'une proteine conferant au macrophage la propriete 
d'eliminer tout ou partie de cellules tumorales d'un organisme. 

12. Composition pharmaceutique selon la revendication 1 1 caracterisee en ce 
que le gene est choisi parmi le gene de rinterferon-7 et le gene du facteur de necrose 
des tumeurs alpha. 

10 13. Composition pharmaceutique comprenant des cellules de la lignee 

monocj^e-macrophage contenant un adenovirus recombinant defectif portant le gene 
de riNF-y. 

14. Composition pharmaceutique comprenant des cellules de la lignee 
monocyte-macrophage contenant un adenovirus recombinant defectif portant le gene 

1 5 du TNF-a. 

15. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 caracterisee en ce 
que I'adenovirus recombinant defectif porte un gene codant pour une forme 
membranaire du TNF-a, 

16. Composition pharmaceutique selon la revendication 10 comprenant des 

2 0 cellules de la lignee monocyte-macrophage contenant un acide nucleique recombinant 

codant pour tout ou partie d'une proteine conferant au macrophage la propriete de 
prevenir ou de traiter les manifestations d'une infection par un agent infectieux tel un 
virus, un retrovirus, un parasite ou une bacterie 

17. Composition pharmaceutique selon la revendication 16 caracterisee en ce 
2 5 que I'acide nucleique recombinant code pour un antigene de surface viral ou bacterien. 

18. Composition pharmaceutique comprenant des cellules de la lignee 
monocyte-macrophage contenant un adenovirus recombinant defectif exprimant un 
antigene de surface du virus HP/, tel que tout ou partie de la proteine GP160. 
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19 Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 10 a 18 
caracterisee en ce qu'elle se presente sous forme injectable 

20. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 en vue d'une 
injection intraveineuse ou intratumorale. 

5 21. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 formulee en vue 

d'une perfusion. 

22, Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 10 a 21 
caracterisee en ce qu'elle comprend 10^ a 10^ cellules par dose 

23. Procede de preparation de monocytes-macrophages selon Tune des 
1 0 revendications I a 9, caracterise en ce que I'on efFectue les etapes suivantes : 

- le prelevement et I'isolement des monocytes-macrophages ou de leurs 
precurseurs a partir de sang ou de moelle osseuse, 

- la culture de ces cellules, 

- la transformation de ces cellules par un acide nucleique recombinant tel que 
1 5 defini ci-avant, et eventuellement, 

- le conditionnement et/ou le stockage des cellules ainsi obtenues. 
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